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基础 研究 
”Te" 标 记 反 义 miR208b 寡 核 甘酸 及 其 转 染 离 体 肥大 心肌 细胞 的 


实验 研究 


王 静 , 冯 会 娟 ,欧阳 伟 , 孙 云 钢 , 吴 菊 清 , 陈 了 盼 
南方 医科 大 学 珠江 医院 核 医学 科 , 广 东 广州 510282 


摘要 :目的 探索 用 放射 性 核 素 ”Tc" 标 记 反 义 miR208b 寡 核 昔 酸 ,并 转 染 离 体 早期 肥大 心肌 细胞 的 实验 过 程 及 方法 。 方 法 合成 
针对 miR208b 的 反 义 miR 寡 核 苷 酸 (AMO) ,LNA( 带 锁 核 酸 ) 修 饰 AMO ,将 双 功 能 整合 剂 NHS-MAG3(N- 凑 基 琥 珀 酰 亚 胺 - 琉 
基 乙 酰基 三 甘氨酸 ) 与 LNA-AMO 偶 联 后 ,用 ”Tec" 标记 ,然后 用 Sep-Pak C18 反 相 层 析 法 对 NHS-MAG3 -LNA- AMO 及 其 标记 
物 进 行 洗 脱 纯化 ,前 者 同时 经 Gene Quant DNA/RNA calculator 测 定 在 260 nm 波长 处 的 吸光 度 ;不 同 检测 方法 测定 纯化 后 标记 
物 的 标记 率 ` 放 化 纯度 .稳定 性 以 及 与 靶 基 因 杂 交 的 活性 ;建立 由 血管 紧张 素 下 (Ang[ ) 诱 导 的 离 体 心肌 肥大 细胞 模型 ,检验 早 
期 肥大 心肌 细胞 内 miRNA208b 的 相对 表达 量 以 及 经 脂 质 体 包 于 的 ”Te"-NHS-MAG3-LNA- AMO 在 早期 肥大 心肌 细胞 内 的 清 
留 率 。 结 果 纯化 后 的 标记 物 标 记 率 >84%, 放 化 纯度 >86% ,标记 物 分 别 在 新 鲜 人 血清 .生理 盐水 中 鲜 育 12 h 后 , 放 化 纯度 均 大 于 
80%, 并 具有 与 靶 向 基因 杂 合 的 能 力 。 离 体 心 肌 肥大 模型 成 功 建立 , 测 得 早期 心肌 肥大 细胞 内 miRNA208b 表 达 升 高 , 且 最 终 标 记 
物 转 染 细 胞 后 6h 光 留 率 大 于 20%。 结 论 在 双 功 能 整合 剂 NHS-MAG3 以 及 LNA 的 介 导 下 ,成 功 将 放射 性 核 素 ”Te" 标 记 于 NHS- 
MAG3-LNA- AMO, 最 后 将 反 义 探 针 顺利 转 染 早期 离 体 肥大 心肌 细胞 ,这 为 后 续 的 在 体 心肌 肥大 核 素 显 像 提 供 重 要 实验 基础 。 
关键 词 :miRNA208b;”Te"; 反 义 miR 窒 核 并 酸 (AMO);NHS-MAG3; 心 肌 肥 大 ; 脂 质 体 
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Transfection of hypertrophic cardiac myocytes in vitro with ”Tc"-labeled antisense 
miR208b oligonucleotide 


WANG Jin, FENG Huijuan, OU Yangwei, SUN Yungane, WU Juging, CHEN Pan 
Department of Nuclear Medicine, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To test the efficiency of transfecting “Tc"-labeled anti-miR208b oligonucleotide into early hypertrophic 
cardiac myocytes in vitro. Methods The anti-oligonucleotide targeting miR208b (AMO) was synthesized and modified with 
LNA followed by conjugation with N-hydroxysuccinimidy] S-acetyl-meraptoacetyl triglycine (NHS-MAG3) and radiolabeling 
with “Tc". NHS-MAG3-LNA-AMO and labeled AMO were purified with Sep-Pak C18 column chromatography, and the 
former was examined for UV absorption at the 260 nm using Gene Quant DNA/RNA calculator. The labeling efficiency, 
radiochemical Purity stability and molecular hybridization activity were analyzed. An angiotensin II-induced cell model of 
hypertrophic cardiac myocytes was transfected with ”Tc"-NHS-MAG3-LNA-AMO via liposome, and the relative expression of 
miRNA208b and retention ratio of the labeled AMO in early hypertrophic cells were determined. Results The labeling 
efficiency and radiochemical purity of the labeled AMO after purification exceeded 84% and 86%, respectively. The radio- 
chemical purities of the labeled AMO incubated in serum and normal saline for 12 h were both higher than 80%, and the 
labeled AMO showed a capacity to hybridize with the target gene. In the hypertrophic model of cardiac myocytes, the 
retention ratio of labeled AMO at 6 h was higher than 20%. Conclusion The “Tc"-labeled antisense probe can be efficiently 
transfected into hypertrophic cardiac myocytes in vitro, which provides an experimental basis for subsequent radionuclide 
imaging studies. 

Key words: miRNA208b; ”Tc"; anti-miR oligonucleotide; NHS-MAG3; myocardial hypertrophy; liposome 


近年 来 ,分 子 影像 已 成 为 医学 影像 技术 新 的 研究 领 。 染 进 对 细胞 ,利用 核 素 显 像 仪器 使 得 革 细 胞 内 目标 基因 
域 ,而 基因 显 像 是 其 中 重要 组 成 部 分 ,其 中 基因 显 像 又 ”得 到 显 像 ,从 而 达到 在 基因 水 平 对 疾病 的 定性 .定位 诊 
包括 直接 基因 显 像 和 间接 基因 显 像 , 即 反 义 基因 显 像 和 。” 断 的 目的 "。 最 近 的 研究 表明 ,miRNA208b 在 未 发 生 形 
报告 基因 显 像 ,前 者 即将 放射 性 核 素 标记 的 反 义 探 针 转 。” 态 学 改变 的 早期 肥大 心肌 细胞 内 高 表达 , 且 具 有 高 度 心 
肌 特 异性 ,而 现行 的 检查 方法 只 能 探查 已 发 生 形态 学 
nn 改变 后 的 肥大 心肌 细胞 ,依然 缺乏 一 种 早期 的 检查 手 
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1 材料 与 方法 
1.1 材料 

Sep-PakC18 反 相 层 析 柱 ,美国 Waters; Gene 
Quant DNA/RNA calculator, 美 国 Pharmacia Biotech 公 
司 ;SN-682 型 放射 免疫 y 计 数 器 ,上 海 核 福光 电 仪 器 有 
限 公 司 ;KDC-2044 低温 冷冻 离心 机 ,科大 创新 股份 有 
限 公司 中 佳 分 公司 ;高 锝 酸 盐 ”Tc"Os 淋 洗 液 ,原子 高 科 
股份 有 限 公 司 ; 阳 离子 脂 质 体 转 染 剂 (LLipofectamine 
2000) ,美国 Invitrogen 公 司 ;1~3 d 龄 雄性 SD 小 鼠 , 购 自 
南方 医科 大 学 动物 实验 中 心 ,动物 批号 SCXK( 粤 ) 
2011-0015。 
1.2 方法 过 程 
1.2.1 LNA- AMO 的 设计 和 制备 首先 从 Genbank 中 
搜索 到 大 鼠 心 肌 细胞 miRNA208b 的 基因 序列 为 
$-AIAAGACGAACAAAAGGTTTGT3' ,根据 碱 基 配 
对 原则 ,合成 针对 miRNA208b 的 AMO, 并 经 LNA 修 饰 。 
1.2.2 NHS-MAG;-LNA-AMO 的 制备 将 NHS-MAG; 
深 于 无 水 二 甲 基 甲 酰 胶 (DMF) 中 , 配 成 浓度 为 10 mg/mL 
的 溶液 。 取 150 ug 的 LNA- AMO 于 60 % 水 浴 中 静 置 
10 min, 溶解 于 150 mmolL 的 无 菌 NaHCO; 绥 冲 液 
(pH=8.5) 中 ,最终 浓度 为 5 ng/naL。 将 NHS-MAG:; 以 摩 
尔 比 为 20:1 的 比例 逐 滴 加 入 LNA-AMO 洲 液 中 , 边 滴 加 
边 震 荡 。 最 终 配 比 液 室温 静 置 1 h 后 经 Sep-Pak C18 反 
相 层 析 柱 洗 脱 , 洗 脱 液 为 30% 的 乙 且 洲 液 ( 深 于 0.1 mol/L 
乙酸 胺 ) ,收集 洗 脱 液 , 按 每 管 10 hg 分 装 , 经 Gene 
Quant DNA/RNA calculator 测 定 各 收集 管 在 260 nm 波 
长 处 的 吸光 度 值 ,冷冻 干燥 后 -20 %C 储 存 备用 。 
1.2.3 ”Te" 标 记 NHS-MAG3-LNA-AMO 及 标记 物 的 纯 
化 取 一 管 NHS-MAG;-LNA- AMO 溶液 溶解 于 50 pL 
0.25 mol/L 的 碳酸 毛 盐 缓冲 液 中 ,快速 依次 加 入 100 pL 
的 N- 三 甲 基 甘 氨 酸 (tricine) 溶 液 (70 mg/mL)、3 LL 溶 
于 0.1 mmol/L 盐 酸 的 SnCl, 2H,O 溶液 以 及 高 锝 酸 盐 
”Tc"Os 淋 洗 液 ( 约 185 MBq) ,室温 下 摇 匀 3 h, 标 记 完 毕 。 
标记 物 经 Sep-Pak C18 反 相 层 析 纯 化 ,用 生理 盐水 洗 脱 ， 
经 SN-682 型 放射 免疫 Y 计 数 器 测定 洗 脱 液 的 放射 性 计 
数 , 经 快速 小 型 纸 层 析 法 测 得 纯化 后 标记 率 大 于 84%， 
放 化 纯度 大 于 86%。 纸 层 析 法 的 固定 相 为 whatman 
No.1 层 析 纸 ,展开 剂 为 V( 丙 酮 ):V(2 mol/L Hcl)=4:1。 
1.2.4 标记 物 稳定 性 及 分 子 杂 交 活 性 测定 取 等 量 纯化 
后 的 标记 物 ,分 别 溶解 于 2 倍 体积 的 新 鲜 人 血清 .生理 
盐水 中 ,孵育 12 h, 用 快速 小 型 纸 层 析 法 分 别 测定 在 2、 
4.6.8、12 hb 的 放 化 纯度 ,根据 不 同盟 育 时 间 放 化 纯度 的 
改变 以 评估 标记 物 的 稳定 性 。 而 分 子 杂 交 活 性 的 测定 
是 将 纯化 后 标记 物 与 miRNA208b 靶 向 基因 核酸 在 室 
温 下 反应 1 ph 后 测定 放射 性 计数 ,与 未 杂 合 的 标记 物 对 
比 ,比较 两 者 放射 性 峰值 位 置 分 布 的 改变 。 


1.2.5 建立 Ang 开 诱导 离休 心肌 肥大 细胞 模型 并 测定 心 
肌 细胞 大 小 将 新 生 SD 乳 鼠 经 颈椎 脱 白 法 处 死 ,迅速 
取出 心脏 , 预 冷 生理 盐水 清洗 血迹 ,滤纸 吸 干 后 , 剪 去 心 
房 及 右 心室 ,用 眼科 剪 剪 碎 左 心室 组 织 , 加 入 消化 液 ( 胰 
和 蛋白酶 及 I 型 胶原 酶 ) ,于 培养 振荡 器 中 消化 20 min, 痉 
去 上 清 液 ,重复 多 次 消化 后 ,最 终 沉 淀 用 RPMI 1640 培 
养 液 分 散 成 单 细胞 悬 液 , 经 差 速 贴 壁 后 富 集 心 肌 细胞 ， 
调节 细胞 密度 均匀 种 于 培养 下 ,加 入 RPMI 1640 培 养 
液 以 及 Ang 10”mol/L, 在 37°*C、5% CO: 人 饱和 湿度 条 
件 下 培养 ,分 别 在 培养 0.12、24 h 时 取 细 胞 于 6 孔 培 养 
板 上 ,每 孔 1x10 细 胞 ,在 相差 显微镜 下 用 测 微 器 测量 心 
肌 细 胞 直径 ,每 孔 观 察 10 个 视野 ,每 个 视野 观察 10 个 细 
胞 , 测 平 均值 。 

1.2.6 qRT-PCR 扩 增 技术 测定 早期 肥大 心肌 细胞 
miRNA208b 表 达 将 AngI 诱 导 培 养 了 0.12.24h 的 心 
肌 细 胞 分 别 转移 至 EP 管 中 ,加 Trizol 提 取 总 RNA, 步 又 
按 RTEPCR 试剂 盒 示 : 体 系 包括 待 测 RNA1 pg,RT 产 物 
1 UL Realtime PCR Master Mix(SYBR Green)5 nuL 、 上 
游 引 物 0.4 uL、 下 游 引 物 0.4 nL 及 RNase-free HO 混合 
至 10 pL。PCR 循 环 反应 参数 为 :95 %C,10 s;60 %C,20 s; 
72 %C,30 s, 以 U6 为 内 参 ,测定 miRNA208b 相 对 表达 量 。 
1.2.7 脂 质 体 包裹 ”Tc"-NHS-MAG;-LNA- AMO 后 转 染 
早期 肥大 心肌 细胞 将 4.0 ng ”Tec"-NHS-MAG;-LNA- 
AMO 及 10 LL 阳 离子 脂 质 体 转 染 剂 Lipofectamine 分 别 
稀释 于 25 HL 不 含 血清 及 抗生素 的 RPMI 1640 培 养 液 ， 
前 者 即 为 a 液 ,后 者 于 室温 下 旷 育 10 min, 即 为 b 液 。 将 
a 液 与 b 液 混合 均匀 ,室温 下 放置 30 min 后 ,将 混合 液 加 
人 有 心肌 细胞 (培养 12 h 时 ) 的 培养 板 各 了 筷 内 , 轻 轻 震荡 
混 匀 ,置信 培养 箱 内 ,在 37 % .5% CO, 饱 和 湿度 条 件 下 
培养 ,分 别 于 3.6.9h 检 测 细胞 的 放射 性 计数 ,计算 细胞 
内 放射 性 滞留 率 。 

1.2.8 统计 学 方法 所 有 数据 用 均 数 + 标准 差 表 示 , 使 用 
统计 软件 SPSS 19.0, 组 间 比 较 用 两 独立 样本 :检验 ,P< 
0.05 有 显著 意义 。 


2 结果 
2.1 目标 产物 收集 

NHS-MAG;-LNA-AMO 经 Sep-Pak C18 反 相 层 析 
柱 洗 脱 后 的 洗 脱 液 , 利 用 核酸 在 260 nm 处 具有 增色 效 
应 的 特点 ,经 Gene Quant DNA/RNA calculator 测 定 其 
在 此 波长 区 域 的 吸光 度 ,结果 图 谱 中 显示 两 处 波峰 ,分 
别 在 第 12 及 30 管 处 出 现 , 即 由 洗 脱 液 中 核酸 所 引发 ,这 
亦 说 明了 收集 的 产物 为 目标 产物 。 
2.2 标记 物 稳定 性 的 检测 

标记 纯化 后 的 标记 物 ,分 别 在 新 鲜 人 血清 、 生 理 
盐水 中 有 旷 育 12 h, 测 定 在 2.4.6.8、12p 的 放 化 纯度 ， 
检测 放 化 纯度 如 图 1、2, 由 图 可 看 出 标记 物 在 新 鲜 人 
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血清 、 生 理 盐水 中 ,孵育 12 h 后 ,其 放 化 纯度 均 大 于 80%， 
稳定 性 良好 。 
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图 1 标记 物 在 新 鲜血 清 中 旷 育 后 放 化 纯度 的 改变 
Fig.1 Changes of radiochemical Purities of the labeled 
compounds after incubation in fresh serum. 
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图 2 标记 物 在 生理 盐水 中 退 育 后 放 化 纯度 的 改变 
Fig.2 Change of radiochemical purities of labeled 
compounds after incubation in normal saline. 


2.3 分 子 杂 交 活 性 的 检测 

标记 物 经 Sep-Pak C18 反 相 层 析 纯 化 后 测量 洗 脱 
液 放 射 性 计数 如 图 3a, 标 记 物 与 mRNA208b 靶 基因 和 杂 
合 , 纯 化 后 检测 洗 脱 液 放 射 性 计数 ,如 图 3b。 根 据 
Sep-Pak Cs 反 相 层 析 的 原理 ,不 同 物质 按照 极 性 由 强 至 
弱 的 顺序 先后 被 洗 胶 。 杂 合 后 的 标记 物 极 性 变 弱 ,被 洗 
脱 的 顺序 靠 后 , 致 其 放射 性 峰值 向 后 推移 ,间接 说 明了 
制备 的 标记 物 具 有 与 靶 基 因 杂 合 的 能 
2.4 心肌 肥大 模型 的 检测 

通过 Ang 开 诱导 心肌 肥大 模型 ,于 0.12.24h 时 测 
定 心 肌 细 胞 直径 分 别 为 19.252+1.80、20.761 寺 1.76、 
27.176+1.28 jm, 后 两 组 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05)， 
而 前 两 组 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05), 表 明 心 肌 细 胞 于 
24h 时 已 发 生 肥 大 的 形态 学 改变 ,而 12 h 时 心肌 细胞 尚 
处 于 早期 肥大 阶段 。 镜 下 心肌 细胞 形态 (图 4)。 
2.5 心肌 细胞 内 miRNA208b 的 相对 量 检测 

利用 qRT-PCR 扩 增 技术 测定 经 4Ang 了 [诱导 培养 0、 
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图 3 杂 合 前 后 的 标记 物 放 射 性 计数 变化 

Fig.3 Radioactive count of the labeled compounds 
before (a) and after (b) hybridization. 


12.24 4 的 心肌 细胞 内 miRNA208b 的 相对 量 ,如 图 5, 可 
见 12h 时 miRNA208b 相 对 表达 量 高 于 其 他 时 段 , 且 由 
2.4 结 果 可 知 ,此 时 心肌 细胞 正 处 于 早期 肥大 阶段 。 
2.6 细胞 放射 性 滞留 率 

昌 质 体 -Tce"-NHS-MAG;-LNA-AMO 复合 物 与 经 
4ng 工 诱导 培养 12 h 时 的 离 体 肥 大 心肌 细胞 作用 后 分 别 
于 3.6.9h 检 测 细胞 放射 性 滞留 率 , 结 果 分 别 为 13.48+ 
2.59.26.73+1.84 及 15.62+2.96, 两 者 作用 6 h 时 放射 性 
滞留 率 达 到 最 高 , 且 大 于 20% ,表明 复合 物 在 细胞 内 停 
留 时 间 较 长 ,这 为 后 续 细胞 的 显影 提供 更 大 的 可 能 性 。 


3 讨论 

核 素 显 像 是 一 种 成 熟 显 像 技术 ,被 研究 较 多 的 核 素 
有 ”IF In msRe Tc 等 ,其 中 Te 是 核 医学 领 
域 应 用 最 广 的 核 素 ,如 Hnatowith 等 成 功 将 ”Te" 标 记 
于 DNA,Kang 等 “将 ”Tc" 标 记 于 siRNA, 通 过 无 创 性 方 
式 使 得 siRNA 在 体 的 信息 传递 过 程 可 视 化 ,是 标记 物 放 
化 纯度 大 于 92%。”Te 可 通过 99Mo/”Te" 发 生 髓 产生 ， 
较 其 他 核 素 , 其 放射 剂量 较 小 ,具有 较 高 的 探测 率 趾 , 除 
此 之 外 ,其 半衰期 适中 、 显 像 清 晰 ,价格 实惠 更 是 其 优势 ， 
因而 被 越 来 越 多 的 学 者 应 用 于 分 子 影像 领域 。miRNA 
是 近年 在 真 核 生 物 细胞 中 发 现 的 一 种 小 的 高 度 保守 非 
编码 RNA 分 子 , 主 要 通过 与 靶 基因 mRNA 的 碱 基 配对 来 
调节 基因 表达 ,从 而 在 细胞 增殖 分化, 凋 亡 等 过 程 中 起 
重要 作用 。miRNA208 包 括 miRNA208a 和 miRNA208b， 
是 目前 发 现 唯 一 在 心脏 特异 性 表达 的 miRNA, 分 别 由 
Q- 心 肌 肌 球 重 白 (a-MHC) 重 链 基 因 (Myh6) 和 B- 心 肌 肌 
球 和 蛋白 (B-MHC) 重 链 基因 (Myh7 ) 编 码 ,两 者 的 比重 变 
化 对 心肌 肥大 的 进展 起 到 重要 作用 *。 

未 经 修饰 的 AMO 不 稳定 ,容易 降解 ,为 增强 其 细 
胞 通 透 性 \ 膜 内 稳定 性 以 及 亲和力 , 需 对 其 进行 修饰 , 修 
饰物 如 LNA( 带 锁 核 酸 )、2'-OMe(2'-0- 甲 基 ) .2-MOE 
(2-0- 甲 基 乙 基 ) .2- 氛 (2-F) MORF( 吗 啡 样 结构 ) 忠 、 
PNA( 肽 核酸 ) 等 ,本 人 研究 选用 LNA 修 饰 和 AMO, 因 为 其 
具有 高 亲和力 , 且 结合 物 具 有 更 好 的 细胞 通 透 性 .稳定 
性 和 特异 性 史 。 同 时 又 因 裸 AMO 无 法 直接 携带 金属 离 
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4 经 Ang 工 诱导 不 同时 间 后 镜 下 心肌 细胞 形态 


Fig.4 Morphology of AngII-induced cardiac myocytes at 0 (A), 12h (B), and 24 h (C) during induction (Original magnification: x100). 
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图 5 qRT-PCR 扩 增 技术 测定 心肌 细胞 内 miR- 
NA208b 的 相对 表达 量 

Fig.5 The relative expression of miRNA208b in the 
cardiac myocytes detected by qRT-PCR. 


子 , 因 此 进行 核 素 标记 时 必须 借助 双 功 能 歼 合 剂 介 导 ， 
常见 的 歼 合 剂 例如 二 亚 乙 基 三 胺 五 乙酸 (DTPA) 、 肘 基 
联 氮 基 烟 酰 腕 (CHYNIC) 以 及 N- 羟 基 琥珀 酰 亚 胺 - 琉 基 
乙酰 基 三 甘氨酸 (NHS-MAG:;) , 早 在 1985 年 Hnatowith 
等 " 便 用 DTPA 作为 抗体 蛋白 核 素 标记 的 歼 合 剂 ,后 于 
1997 年 Winnard 等 中 应 用 二 步 法 合成 殉 基 被 乙酰 基 保 
护 的 S-acetyl-NH3-MAG;, 成 功 将 ”Tc 标记 于 DNA， 
2008 年 Li 等 证 明 NHS-MAG; 的 标记 产物 的 标记 率 和 
稳定 性 显著 高 于 HYNIC, 同 时 与 血浆 蛋白 的 结合 率 远 
低 于 HYNIC, 故 本 研究 选用 NHS-MAG: 作 为 整合 剂 。 
窒 核 并 酸 作为 亲 水 性 阴离子 多 聚 体 ,难以 通过 带 负电 和 荷 
的 细胞 膜 且 易 被 胞 浆 内 的 核酸 酶 水 解 , 带 正 电荷 的 脂 质 
体 作 为 基因 载体 , 因 其 可 以 提高 转 染 率 ,并 保护 其 内 的 
核酸 免 遭 核酸 酶 分 解 ,而 得 到 广泛 应 用 "5 。 

本 实验 证 明了 早期 心肌 肥大 阶段 约 于 模型 建立 12 h 
左右 ,此 时 心肌 细胞 尚未 发 生 明 显 形态 改变 且 
miRNA208b 表 达 特 异性 升 高 ,奠定 了 早期 心肌 肥大 核 
素 显 像 的 理论 基础 。 我 们 最 终 通过 双 功 能 鳌 合 剂 
NHS-MAG3 的 介 导 以 及 LNA 的 修饰 ,成 功 将 ”Te 标记 
于 反 义 miRNA208b 的 窒 核 昔 酸 (AMO ) ,并 通过 脂 质 体 
载体 将 AMO 复合 物 转 染 进 早期 肥大 心肌 细胞 ,这 为 后 
续 以 miRNA208b 为 靶 点 的 早期 肥大 心肌 细胞 核 素 显 
像 提供 了 重要 的 实验 基础 。 
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